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(57) Abstract 

The invention relates to a configuration on whose supporting surface molecular layers are immobilized in an electrically addressable 
manner and to a method for electrically addressable immobilization of molecules. The invention also relates to a device for carrying out 
this method and to the utilization of this configuration as a chemosensor and/or biosensor, especially as a multisensor system for chemical, 
biological and physical determinations and for applications in the combinatorial synthesis on the boundary surface. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Anordnung, auf deren TrageroberflSche molekulare Schichten elektrisch adressierbar 
immobilisiert sind, ein Verfahren zur elektrisch adressierbaren Immobilisierung von Molektilen, eine Vorrichtung zur DurchfQhrung dieses 
Verfahrens und die Verwendung dieser Anordnung als Chemo- und/oder Biosensor, insbesondere als Multisensorsystem fur chemische, 
biologische und physikalische Bestimmungen und fur Anwendungen in der kombinatorischen Synthese an der Grenzflache. 
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Verfahreo zur Bildung lateral organisierter Strukturen auf Trageroberflachen 

5 

Beschreibung 

10 Die vorliegende Erfindung betrifft eine Anordnung, auf deren Trageroberflache molekulare 
Schichten elektrisch adressierbar immobilisiert sind, ein Verfahren zur elektrisch 
adressierbaren Immobilisierung von Molekulen. eine Vorrichtung zur Durchfuhrung dieses 
Verfahrens und die Verwendung dieser Anordnung als Chemo- und/oder Biosensor, 
insbesondere als Multisensorsystem fur chernische, biologische und physikalische 

15 Bestimmungen und fur Anwendungen in der kombinatorischen Synthese an der GrenzflSche. 

Sowohl Chemsensoren als auch Biosensoren, d.h. vergleichsweise kleine iMeBanordnungen, 
werden immer haufiger benotigt, urn chernische oder biochemische Analysen rasch und am 
Ort des Geschehens durchzufuhren. Sie sind insbesondere den immunologischen 

20 Nachweissystemen im Vorteih da sie in der Lage sind, beispielsweise Konzentrationen von 
(bio)chemischen Stoffen in kurzer Zeit und ohne aufwendige Probenvorbereitung, 
vorzugsweise kontinuierlich zu erfassen. Ein Biosensor sollte deshalb klein sein ? vvodurch ein 
weiterer Vorteil der Anwendung durch die Nahe zum Ort der Untersuchung gegeben ist, z.B. 
kSnnen Diabetiker ihren Blutzuckerspiegel mit Hilfe enzymatischer Biosensoren in wenigen 

25 Minuten bestimmen. 

Chemo- bzw. Biosensorik bedeutet also sowohl erkennen als auch quantifizieren. Der ProzeB 
der molekularen Erkennung spielt z.B. in der Biologie eine entscheidende Rolle. Ein Zelle 
mufi beispielsweise das Kaliumion erkennen und darf es nicht mit dem sehr ahnlichen 
30 Natriumion verwechseln, das Enzym Glucosedehydrogenase darf nur Glucose abbauen, aber 
nicht Fructose und das Immunsystem mufi eingedrungene Feinde als solche erkennen, bevor 
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es sie angreift. Fur die Entwicklung von Chemo- und Biosensoren braucht man also Molekule, 
die das Ziel erkennen. Gleichzeitig miissen die vielen anderen ebenfalls vorhandenen Stoffe 
ignoriert werden. Ein Biosensor muB also die Voraussetzung erfiillen, daB der Vorgang der 
Erkennung/Bindung nachgewiesen und in ein meflbares Signal ?? ubersetzt" werden kann. 

5 Diese „Ubersetzung" stoflt jedoch auf Schwierigkeiten, so daB ein Bedarf an einem einfach 
durchfuhrbaren Nachweissystem besteht. Bei Systemen, die als Monosysteme eingesetzt 
werden, ist eine Immobilisierung der Molekule nicht notwendig, da nur eine einzige Spezies 
erkannt und nachgewiesen werden soil. Will man jedoch multiple Systeme einsetzen, 
beispielsweise Multisensorsysteme mit denen verschiedene Molekule gleichzeitig 

10 nachgewiesen werden sollen, ist es erforderlich, die molekularen Schichten immobilisiert auf 
der Trageroberflache zu adressieren, damit eine Signal erkennung nachgewiesen werden kann. 
Ein solches System ist aus dem Stand der Technik nicht bekannt. 

Aus dem Stand der Technik sind verschiedene Verfahren fur die adressierbare 
15 Immobilisierung bekannt, mit deren Hilfe mehrere verschiedene Molekultypen gezielt auf 
einer Trageroberflache gebunden werden konnen. Yershov et al. (Yershov, G., Barsky, V., 
Belgovskiy, A., Kirillov, E., Kreindlin, E., Ivanov, I., Parinov, S., Guschin, D., Drobishev, A., 
Dubiley, S. ? Mirzabekov, A., Proc. Natl. Acad. Sci. 43, (1996) 4913-4916) sowie Blanchard et 
al. (Blanchard, A.P., Kaiser, R.J., Hood, L.E., Biosens. & Bioelectron. 11, (1996) 687-690) 
20 beschreiben die Verwendung dieser Technik beispielsweise zur Herstellung von DNA-Arrays. 
Dariiber hinaus werden sie fur die mikromechanische Adressierbarkeit und die optische 
Adressierbarkeit eingesetzt. Aus dem US-Patent Nr. 54 12 087 ist bekannt, daB die optische 
Immobilisierung durch die Verknupfung funktioneller Gruppen mit photolabilen 
Schutzgruppen erfolgt. Die Aktivierung des Systems erfolgt durch Abspalten der 
25 Schutzgruppe mittels Photolyse. Chrisey et al. (Chrisey, L.A., OTerall, E., Spargo, B.J., 
Dulcey, C.S., Calvert, J.M., Nucl. Acids Res. 24, (1996) 3040-3047) beschreiben eine weitere 
Moglichkeit, die darin besteht, daB die Adsorption unter Verwendung der Photoresist-Technik 
durchgefuhrt wird. 

30 Die oben gekannten Immobilisierungsverfahren weisen jedoch viele Nachteile auf, die die 
Anwendbarkeit der Verfahren einschranken. So ist z.B. die Auflosung der 
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mikromechanischen Iminobilisierung durch die GroBe der einzelnen Spriihpartikel limitiert. 
Bei dem oben beschriebenen Verfahren von Yershov et al. (1996) und Blanchard et al. (1996) 
wird im besten Fall eine optische Auflosung von ca. 100 \xm erreicht. Bei der optischen 
Immobilisierung gemaB dem US-Patent Nr. 54 12 087 mufi immer mit Schutzgruppen 
5 gearbeitet werden, die die Einhaltung bestimmter Bedingungen (z.B. Losungsmittel, 
Abdunklung wegen Lichtempfindlichkeit und dgl.) erfordern und die zu einem bestimmten 
Zeitpunkt wieder abgespalten werden mussen. Die oben genannte Photorestist-Methode von 
Chrisey et al. (1996) ist sehr zeit- und kostenaufwendig, da eine groBe Anzahl von 
Photomasken verwendet werden muB. 

10 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfmdung ist es, eine Anordnung bereitzustellen. die in der 
Lage ist. sowohl Molekule zu binden als auch zu erkennen und damit qualitativ und 
quantitativ bestimmbar zu machen. Ein weitere Aufgabe der Erfmdung ist es, ein Verfahren 
bereitzustellen, bei der Molekule auf einfache Weise auf Oberflachen elektrisch adressierbar 
15 immobilisiert oder desorbiert werden konnen, um damit die genannten Nachteile vermeiden 
zu konnen. Darttber hinaus ist es eine zusatzliche Aufgabe der Erfmdung, eine neue 
Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfindungsgemaflen Verfahrens und damit zur Herstellung 
der erfindungsgemaBen Anordnung zu liefern. 

20 Eine Losung dieser Aufgabe besteht in der Bereitstellung einer Anordnung mit elektrisch 
adressierbaren immobilisierten Molekulen. die einen Trager, eine und/oder mehrere (1 bis n) 
elektrisch leitende Trageroberflache(n), die auf diesem Trager angeordnet ist/sind und einen 
und/oder mehrere immobilisierte(n) identische und/oder verschiedene Rezeptor(en), umfaBt. 

25 Obwohl bekannt ist. daB die chemische Adsorption von Molekulen auf eine Elektrode durch 
VerSnderungen des angelegten chemischen Potentials beeinfluflt werden kann und diese 
Potentialabhangigkeit auch fur die chemische Adsorption von Thiolverbindungen auf 
Elektroden gilt, wurden nun die Bedingungen untersucht, bei denen beispielsweise die Gold- 
Schwefel-Bindung stabil ist. CFberraschenderweise konnte jedoch nachgewiesen werden, daB 

30 eine chemisch adsorbierte Molekularschicht auf einer Elektrode nur innerhalb eines 
bestimmten pH-abhangigen Potentialbereichs stabil ist. Diese Ergebnisse gehen weit Uber die 
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Erkenntnisse hinaus, die in der Literatur von Imabyashi et al. beschrieben sind (Imabyashi, S., 
Iida, M., Hobara, D., Feng, Z.Q., Niki, K., Kakiushi, T., J. Electroanal. Chem., 428 (1997), 
33-38). 

5 Die Losung der Aufgabe, ein Verfahren zur Herstellung einer Anordnung der oben 
beschriebenen Art bereitzustellen, besteht darin, daB Molekule in einfacher Art auf 
Oberflachen adressierbar immobilisiert werden. Dieses Verfahren besteht aus den Schritten: 

(a) ein Trager mit n Elektroden. wobei n eine ganze Zahl ist, wird in eine DurchfluBzelle, in 
der sich Elektrolyt losung zusammen mit den zu immobilisierenden Molekiilen (Rezeptoren), 

10 befindet, eingebracht, 

(b) die Elektroden werden separat entweder mit einem Adsorptionspotential oder einem 
Desorptionspotential belegt, wobei durch das Desorptionspotential die unbeschichteten 
Elektrodenplatze inert gehalten werden und das an den be'reits beschichteten 
Elektrodenplatzen weiterhin angelegte Adsorptionspotential verhindert die Desorption von 

15 Molekiilen ebenso wie die weitere Adsorption anders strukturierter Molekule, wodurch 
erreicht wird, daB der Elektrodenplatz mit dem ersten Molekiiltyp besetzt ist und die Molekule 
immobilisiert werden und fest an der Trageroberflache gebunden sind und 

(c) die Adsorption von Molekiilen an der/den Elektrode(n) als Signalanderung zu messen. 

20 Das Verfahren ist abgeschlossen, wenn ein konstanter Signalwert erreicht ist, z.B. Kapazitats-, 
Impedanz- oder Resonanzfrequenzwert. 

Der Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens liegt darin, daB mit der Anderung des 
Potentials innerhalb und auBerhalb des Potentialstabilitatsbereichs die Desorption oder 
25 Adsorption von Molekiilen gesteuert werden kann. Mit diesem Prinzip ist es moglich, eine 
bestimmte laterale Struktur der chemisch adsorbierten Schicht aufzubauen. 

Dieses Verfahren kann mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung durchgefiihrt werden, die aus 
einer Wechsel vorrichtung (1) fair Probenbehalter. 
30 einer Pumpe (2), 
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einer DurchfluBzelle (3), in die das gewunschte Molekiil oder der Rezeptor oder in die die 
gewiinschten Molekule oder Rezeptoren mittels der Pumpe (2) transportiert werden, 
einem Trager, (5) auf dem n Elektroden angeordnet sind, wobei sich der Trager (5) mit den 
n Elektroden in der DurchfluBzelle (3) befindet, 
5 einem Multiplexers (6), 

einem Adreflbus (7), der den Multiplexer (6) steuert, wodurch an die Elektrode(n) separat 
entweder ein Adsorptionspotential (8) oder ein Desorptionspotential (9) ; gegeniiber einer 
Referenzelektrode (10) angelegt wird/werden, und 

einem AuffanggefaB (4), in das nach erfolgter Immobilisierung der Molekule mittels der 
10 Pumpe (2) die iiberschiissigen Molekule gepumpt werden, 
besteht. 

Die erfindungsgemaBe Anordnung wird als Chemo- und/oder Biosensor, insbesondere als 
Multisensorsystem verwendet. 

15 

Diese Verwendung wird vorteilhafterweise direkt im Probenmedium durchgefuhrt. so daB die 
Bestimmung und/oder der Nachweis in einfacher Weise durch die Messung einer 
Signalanderung, insbesondere KapazitaL Impedanz, Resonanzfrequenz gelingt. Damit wird 
ein System bereitgestellt, mit dem die oben geschilderten Probleme und Nachteile, der aus 
20 dem Stand der Technik bekannten Systeme, uberwunden werden. 

Die erfindungsgemaBen Anordnungen mit den elektrisch adressierbar immobilisierten 
Molekulen konnen auch fur die kombinatorische Synthese eingesetzt werden. indem man auf 
der Elektrodenoberflache gebundene Molekule, die je nach Elektrode identisch oder 
25 verschieden sein konnen, durch Anlegen des Desorptionspotentials gezielt freigibt und so als 
Reaktionspartner wahrend des durchgefuhrten Systheseschritts zufiihrt oder wenn auf der 
Oberflache die Synthese durchgefiihrt wurde, die Produkte direkt abgespalten werden kSnnen. 

FOr die elektrisch adressierbare Immobilisierung werden Elektroden beliebiger GroBe, Form 
30 und Anzahl verwendet, die auf einen Trager aus einem dielektrischen Stoff aufgebracht sind, 
in diesem dielektrischen Stoff konnen gegebenenfalls elektrische Zuleitungen fiir Sensorspots 
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eingebracht sein. Die Immobilisierung erfolgt nach den in den Figuren 1 und 2 gezeigten 
Schemata, die weiter unten beschrieben werden. Bei der Immobilisierung werden 
verschiedene Rezeptoren (Molekiile A, B, C, usw.), die eine oder mehrere Thiolgruppen 
enthalten, gezielt auf verschiedene Elektroden (7, 2, 3, usw.) gebunden: Rezeptor A auf 
5 Elektrode £7, Rezeptor B auf Elektrode E2, usw. Um diese Bindungen zu erreichen, wird wie 
folgt vorgegangen: An Elektrode El wird in fliissigem Elektrolyt ein geeignetes 
Elektrodenpotential (Adsorptionspotential) gegenuber einer Referenzelektrode angelegt, die 
die Bindung mit Thiolgruppen untersttttzt. Gleichzeitig werden die anderen Elektroden (2, 5, 
usw.) mit einem Elektrodenpotential (Desorptionspotential) gegenuber derselben 
10 Referenzelektrode belegt, die ausreichend ist, um die Bindung der Thiolgruppen an diesen 
Elektroden zu unterdrucken. Deshalb wird das zugegebene Rezeptormolekul A nur an die 
Elektrode El gebunden. AnschlieBend werden die Rezeptormolekule A in der flussiger 
Eiekrolyt durch eine flUssige Elektrolytlosung mit Rezeptormolekulen B ersetzt und diese 
Molekiile an den nachfolgenden Elektrodenplatz 2 adressiert. Durch das Anlegen des 
15 Desorptionspotential werden die unbeschichteten Elekrodenplatze weiterhin inert gehalten. 
Das an den bereits beschichteten Elektrodenplatzen weiterhin angelegte Adsorptionspotential 
verhindert die Desorption von Molekulen ebenso wie die weitere Adsorption anders 
strukturierter Molekule, weil der Elektrodenplatz mit dem ersten Molekultyp vollstandig 
besetzt ist. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis die Sensoranordnung vollstSndig 
20 aufgebaut ist. Zwischen dem immoblisierten Molekul und der Elektrode bildet sich eine feste 
Bindung. Somit ist es moglich, einen Biosensor oder ein Multisensorsystem („ Array") mit 
beliebiger molekularer Struktur zu erzeugen. 

Ein weiterer Vorteil in dem erfindungsgemaUen Verfahren besteht darin, daJJ im Anschlufi an 
25 die elektrisch adressierbare Immobilisierung eine oder mehrere Molekttlschicht(en), z.B. 
Antikorper, DNA-Strange iiber funktionelle Gruppen an eine beliebige Anzahl von (0 bis n) 
Elektroden, auf denen sich die Rezeptoren befmden, chemisch und/oder physikalisch 
adsorbiert und/oder immobilisiert werden kann/konnen. Zu diesem Zweck wird fur alle 
beschichteten Elektroden das Adsorptionspotential beibehalten und die flUssige 
30 Elektrolytlosung der zu koppelnden Molekule gleichzeitig mit einem Kopplungsreagenz in die 
DurchfluBzelle gepumpt. Alternativ dazu kann auch zuerst das Kopplungsreagenz zugegeben 
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werden und nach erfolgter Aktivierung der Basisschicht(en) die zu koppelnden Molekiile 
zugegeben werden. Wenn die Molekiile in der Lage sind, selbstandig an die adressierte 
Schicht zu binden, kann auf das Kopplungsreagenz verzichtet werden, z.B. beim Avidin- 
Biotin-System, Ni-His-tag, hydrophoben-hydrophoben Wechselwirkungen von Liposomen 
5 mit unfunktionalisierten Alkanthiolketten. Nach erfolgter chemischer oder physikalischer 
Bindung mit der/den Basisschichten wird mit flttssigem Elektrolyt gespiilt, urn nicht 
verbrauchtes oder deaktiviertes Kopplungsreagenz und/oder nicht gekoppelte Molekiile aus 
derZelle zu entfernen. Dieser Vorgang kann je nach Einsatzgebiet des Detektorsystems 
mehrmals wiederholt werden, bis schrittweise die gewiinschte Sensorstruktur erreicht wird. 

10 

Analog zu dieser Anwendung konnen zwei oder mehrere Elektroden des Multisensorsystems 
(„Arrays") mit Hilfe des Adsorptionspotentials beschichtet werden und gegebenenfalls mit 
einer anschliefienden physikalischen oder chemischen Adsorption oder Kopplung mit einer 
oder mehreren identischen oder verschiedenen Molekiilschichten modifiziert werden. Legt 
15 man nun an bestimmten Elektroden das Desorptionspotential an, kann/konnen nach 
Desorption und Auswaschen der desorbierten Molekiile eine andere Beschichtung dieser 
Elektroden, nach dem oben beschriebenen Verfahren, vorgenommen werden. Dieser Vorgang 
kann solange wiederholt werden, bis die gewiinschte Multisensoranordnung hergestellt ist. 

20 Als Kopplungsreagentien eignen sich insbesondere Carbodiimide und deren Derivate sowie 
N-Succinimide und deren Derivate. 

Mit den oben beschriebenen Systemen ist es mSglich, in einem Nachweisverfahren 
verschiedene Test auf einmal durchzufiihren und so eine Moglichkeit zur schaffen, die bisher 
25 durchgefiihrten langwierigen Einzelnachweise zu umgehen. 

Als Trager eignet sich jedes feste dielektrische Substrat, insbesondere Silizium, Glas, 
nichtleitender Kunststoff, wie Teflon, PVC, PE, sowie leitendes oder halbleitendes Substrat, 
das durch eine dielektrische Schicht von der/den Elektrode(n) isoliert ist. 
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Als Elektroden werden diinne leitende Materialien verwendet, die fest an den Trager 
gebunden sind. Es eignen sich insbesondere Au, Pd, Pt, Ag, Legierungen, wie Au/Pd, Au/Ag, 
Ag/Pd, GaAs, und dergleichen, dotierte Halbleiter und jedes andere leitende oder halbleitende 
anorganische oder organische Material, wie TCNQ, 1 I K 

5 

Als Referenzelektroden werden die allgemein in der Elektrochemie verwendeten Elektroden 
wie Ag/AgCl usw. mit und ohne Salzbriicke verwendet. 

Als Rezeptoren, die mittels dem erfindungsgemafien Verfahren zur elektrisch adressierbaren 
10 Immobilisation an Elektroden gebunden werden, werden Molekule verwendet, deren Bindung 
mit den Elektroden durch das Elektrodenpotential gesteuert werden kann. Diese Molekiile 
weisen mindestens eine Thiolgruppe auf oder sind mit mindestens einer Thiolgruppe 
gekoppelt oder weisen eine Sulfid- oder Disulfidgruppe auf. Sie werden aus der Gruppe, 
bestehend aus 

15 HS-(CH 2 )n-X, wobei n fur eine Zahl von 2 bis 24 steht ist und X fur H, OH, SH, CH 3 , COOH, 
NH2, sowie jedes andere Molekiilfragment stehen, 

X-(CH 2 )n-S-S-(CH 2 )m-Y oder X-(CH 2 ) n -S-(CH 2 ) m -Y, wobei m, n fur eine Zahl von 2 bis 24 
stehen und X, Y fttr H, OH, SH, CH 3 , COOH, NH 2 , sowie jedes andere Molekiilfragment 
stehen, insbesondere co-Mercaptosauren, n-Alkanthiole, wie OctanthioL sowie Toxinen, 

20 Hormonen, Hormonrezeptoren, Peptiden, Proteinen, Enzymen, Enzymsubstraten, Cofaktoren, 
Arzneimitteln, Lektinen, Zucker, Oligonukleotiden, DNA, RNA, Viren, Bakteriophagen, 
Prionen, Oligosacchariden, naturlichen und klinstlichen Rezeptoren, redox-aktiven 
Substanzen, Farbstoffen, Sauren, Basen, Epitopen, Antigenen oder Antikorpem, die 
mindestens eine Thiolgruppe aufweisen oder mit mindestens einer thiolhaltigen Verbindung 

25 gekoppelt sind, ausgewahlt. Ebenso konnen diese Rezeptoren Sulfid- oder Disulfidgruppen 
aufweisen. Die Thiolgruppen konnen in derartigen Molekulen entweder schon urspriinglich 
vorhanden sein oder aber erst durch chemische Modifikation eingefuhrt werden. Dariiber 
hinaus kann in alien oben genannten Verbindungen das S-Atom der Thiolgruppe durch ein Se- 
Atom ersetzt sein. 

30 
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Die Molekule. die zusatzlich auf den Rezeptoren angeordnet sein konnen, werden ausgewahlt 
aus der Gruppe, bestehend aus Toxinen, Hormonen, Hormonrezeptoren, Peptiden. Proteinen, 
Enzymen, Enzymsubstraten, Cofaktoren, Arzneimitteln, Lektinen, Zucker, Oligonukleotiden, 
DNA, RNA, Viren, Bakteriophagen, Prionen, Oligosaccharide^ natiirlichen und kunstlichen 
Rezeptoren, redox-aktiven Substanzen, Farbstoffen, Sauren, Basen, Epitopen, Antigene oder 
Antikorpern. die mindestens eine funktionelle Gruppe aufweisen oder in der Lage sind, mit 
dem adsorbierten Rezeptor Wechselwirkungen einzugehen, wodurch sie chemisch und/oder 
physikalisch an der/den Elektrode(n) adsorbiert und/oder immobilisiert werden konnen. 

Unter einem Adsorptionspotential versteht man eine elektrisches Potential, bei dem die 
Bindung der Elektrode mit dem Molekiil unterstiitzt und/oder aufrechterhalten wird. Fiir die 
Adsorption von Thiolen an Elektroden liegt das Adsorptionspotential bei pH-Werten 
innerhalb eines Bereichs von 4,0 bis 8,0 im Bereich von 0 mV bis +600 mV gegeniiber der 
Ag/AgCl-Elektrode in 100 mM KCI, vorzugsweise bei ca. +300 mV. Bei alkalischem pH wird 
dieser Potentialbereich verschoben. 

Unter dem Begriff Desorptionspotential versteht man ein Potential auflerhalb des oben 
definierten Stabilitatsbereichs. Das Desorptionspotential muB ausreichend hoch sein, urn die 
Adsorption von Molekulen. die wahrend des Immobilisierungsverfahrens eingesetzt werden. 
zu verhindern. Das Desorptionspotential liegt bei einem pH-Wert innerhalb eines Bereichs 
von 4,0 bis 8 ? 0 im Bereich ab -300 mV oder niedriger gegeniiber des Ag/AgCl-Elektrode in 
100 mM KCL vorzugsweise im Bereich von -600 mV bis -1800 mV, insbesondere im Bereich 
von -800 mV bis -1400 mV. 

Als Elektrolytlosungen konnen alle waBrigen Losungen, organischen Elektrolyte sowie deren 
Mischungen als auch Mischung aus waBrigen Elektrolyten und organischen Losungsmitteln 
oder organischen Elektrolyten und organischen Losungsmitteln verwendet werden. 

Die im folgenden beschriebenen Figuren zeigen die erfindungsgemaBe Vorrichtung und 
MeBdaten des erfindungsgemaflen Verfahrens. 
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Figur 1 zeigt schematisch die Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens zur elektrisch 
adressierbaren Immobilisierung. 

Figur 2 zeigt die Vorgehensweise der elektrisch adressierbaren Beschichtung eines Chemo- 
5 und/oder Biosensors, insbesondere eines Multisensorsystems („Arrays") mit 
n Einzelelektroden, wobei n eine ganze Zahl ist. 

Figur 3 zeigt die Kapazitatserniedrigung (in Abhangigkeit von der Zeit) einer unbeschichteten 
Goldelektrode bei der Adsorption von 6-Mercaptohexansaure bei einem Elektrodenpotential 
10 von +300 mV gegenuber einer Ag/AgCl-Elektrode in 100 raM KC1. 

Durch die foigende Spulung mit Elekrolytlosung wird nur ein geringer Teil des adsorbierten 
Thiols wieder entfernt. 

Figur 4 zeigt die Kapazitatsanderungen einer unbeschichteten Goldelektrode bei mehreren 
15 Zyklen der Adsorption/Desorption von Octanthiol bei einem Elektrodenpotential von -1400 
mV gegenuber einer Ag/AgCl-Elektrode in 100 mM KC1. Eine abschlieBende Spulung 
entfernt das adsorbierte Thiol vollstandig. 

Figur 5 zeigt die Kapazitatsanderung einer unbeschichteten Goldelektrode, an die 
20 nacheinander das Desorptions- (-1400 mV) und Adsorptionspotential (+300 mV) gegeniiber 
einer Ag/AgCl-Elektrode in 100 mM KC1 angelegt wurde. Bei beiden Potentialen wurde die 
Adsorption von 6-Mercaptohexansaure verfolgt. 

Figur 6 zeigt die Kapazitatsanderungen einer Anordnung bestehend aus zwei Goldelektroden, 
25 bei der die elektrisch adressierbare Immobilisierung von 6-Mercaptohexansaure und 
Octanthiol bei Elektrodenpotentialen von +300 mV bzw. -1400 mV gegenuber einer 
Ag/AgCl-Elektrode in 100 mM KC1 durchgefiihrt wurde. 

Figur 7 zeigt die Kapazitatsanderung von HSA-Immunosensoren bei Zugabe des Antigens, 
30 wobei jeder Symboltyp einen Sensor darstellt. 
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Die in Figur 1 gezeigte Vorrichtung besteht aus einer Wechselvorrichtung (1) fur 
Probenbehalter und einer Pumpe (2), die die gewiinschten Molekiile oder Rezeptoren in die 
DurchfluBzelle (3) transportiert. In der DurchfluBzelle (3), in der sich eine Elektrolytlosung 
befindet, sind n Elektroden auf einem Trager (5) angeordnet. An diesen Elektroden wird 
5 separat entweder ein Adsorptionspotential (8) oder ein Desorptionspotential (9) mittels eines 
Multiplexers (6), der durch einen Adreflbus (7) gesteuert wird, gegeniiber einer 
Referenzelektrode (10) angelegt. Nach erfolgter Immobilisierung werden mittels der Pumpe 
(2) die uberschussigen Molekiile in ein AuffanggefaB (4) gepumpt. 

10 In Figur 2 sind detailliert die Einzelschritte der elektrisch adressierbaren Immobilisierung von 
x Molekulen auf n Elektroden dargestellt. In dieser Figur stellt (11) die Zugabe eines 
thiolhaltigen Molekxils, (12) die Adsorption dieses Molekiils und (13) die Sptilung mit 
Elektrolytlosung dar. Uber die Pumpe (2) wird Molektil A in die Zelle (3) transportiert. Dort 
adsorbiert das Molekiil A auf die Elektrode El, an die das Adsorptionspotential angelegt ist. 

15 Gleichzeitig wird die chemische Adsorption auf die Elektroden E2 bis En durch das dort 
angelegte Desorptionspotential verhindert. Die Adsorption wird mittels Kapazitatsmessungen 
verfolgt. Stellt sich ein konstanter Kapazitatswert fur die El ein, ist die Adsorption von 
Molekiil A abgeschlossen und die Zelle kann mit Elektrolytlosung gespiilt werden. Nach dem 
Auswaschen von Molektil A werden die Elektrodenpotentiale in der Weise geandert, dali an 

20 El das Adsorptionspotential und an den Elektroden E3 bis En das Desorptionspotential 
beibehalten wird. Bei Elektrode E2 verandert man das elektrische Potential unter Anlegen des 
Adsorptionspotentials. Ober die Pumpe (2) wird aus dem Wechselvorrichtung (1) das Molekiil 
B in die Zelle transportiert. Dort absorbiert Molektil B nur auf £2, weil El bereits mit Molekiil 
A beschichtet ist und an den Elektroden E3 bis En das Desorptionspotential angelegt ist. Die 

25 Reinigung erfolgt wie oben beschrieben. Die Beschichtung der Elektroden E3 bis En mit den 
Molekulen C bis A" wird analog zu den Elektroden El und E2 durchgefiihrt. 

Die Figuren 3 bis 5 zeigen die Kapazitatsanderungen, die bei der elektrisch adressierbaren 
Immobilisierung mit Einzelelektroden auftreten. Mit (14) ist die Zugabe von Octanthiol, mit 
30 (16) die Zugabe von 6-Mercaptohexansaure und mit (15) das Spiilen bzw. Waschen der 
Elektroden mit Reinstwasser und Chloroform bezeichnet. Als Elektrolyt wurde eine waBrige 
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phosphatgepufferte KCl-Losung (100 mM) von pH 6,7 verwendet. In den Figuren sind 
zusatzlich die spezifischen Kapazitatswerte angegeben. Die vollstandige Entfernung der bei - 
1400 mV adsorbierten Thiole bei der Spiilung zeigt, dafl diese Molekiile nur physikalisch auf 
der Goldelektrode adsorbiert waren (Figur 4). Im Gegensatz dazu war der groflte Teil der bei 
5 +300 mV adsorbierten Thiole chemisch adsorbiert und aus diesem Grund gegeniiber der 
Spiilung stabil. 

Figur 6 zeigt analog das Ergebnis mit einem Zweielektrodensystem. Als Elektrolyt wurde 
waBrige phosphatgepufferte KCl-Losung (100 mM) von pH 6,7 verwendet. Die Zugabe von 6- 
10 Mercaptohexansaure (16) sowie die Spiilung (15) erfolgten bei Elektrodenpotentialen von 
+300 mV (Adsorptionspotential) fur Elektrode El und -1400 mV (Desorptionspotential) fttr 
Elektrode E2. Die Zugabe von Octanthiol (14) wurde bei Elektrodenpotentialen von +300 mV 
fur beide Elektroden durchgefuhrt. 

15 Die elektrisch adressierbare Immobilisierung ermoglicht den Aufbau eines 
Multisensorsystems, das beispielsweise in der klinischen Diagnostik oder der chemisch- 
biologischen Analyse, z.B. High-Throughput-Screening, eingesetzt werden kann. Durch den 
gezielten Aufbau von Einzelelektroden kann ein auf den Anwender abgestimmtes Ensemble 
hergestellt werden. 

20 

Mit diesem Multisensorsystem konnen u.a. Enzyrnaktivitaten in Elektrolytlosungen oder 
biologischen Flussigkeiten, z.B. Blut, Urin und dergleichen, bestimmt werden. Beispielsweise 
kann die Aktivitat der Phospholipase A 2 dadurch bestimmt werden, daB man eine 
Liposomenschicht durch hydrophobe-hydrophobe Wechselwirkungen an eine unmodifizierte 
25 Alkanthiolmonoschicht, z.B. Hexadecanthiol oder Octanthiol bindet. 1st nun Phospholipase 
A 2 in der Zelle vorhanden, werden die Lipide abgebaut. Dies kann durch die Erhohung des 
Kapazitatssignals nachgewiesen werden. 

Ein weiteres Multisensorsystem kann die Kombination verschiedener Affinitfitssensoren 
30 darstellen. Beim Nachweis eines Uberschusses Human Serum Albumin (HSA) im Urin, einem 



BNSDOCID: <WO 9927355A1J_> 



WO 99/27355 



13 



PCI7DE98/03437 



Anzeichen fur Mikroalbuminurie, kann man Sensoren verwenden, die wie folgt aufgebaut 
sind. 

Nachdem zuerst ein co-fiinktionalisiertes Alkanthiol, z.B. 1 6-Mercaptohexadecansaure, 11- 
Mercaptoundecansaure, 6-MercaptohexansSure, 1 6-Mercaptohexadecanamin an die 
Elektrodenoberflache adressiert wurde, erfolgt die kovalente Kopplung von monoklonalem 
anti-HSA an diese Monoschicht. Diese Sensorstruktur ermoglicht die Detektion von HSA im 
kliriisch relevanten Bereich von 1 bis 30 \xg/ml Flussigkeit, z.B. Urin, Pufferlosung. Die 
Ergebnisse sind in Figur 7 dargestellt. 

Weitere Anwendungsbeispiele der erfindungsgemaBen Anordnung sind die Verwendung als 
Sensoren fur Bakteriophagen, als Sensoren fur Antigen-Antikorper-Nachweise, als DNA- 
Sonden und als immobilisierte LDL-Rezeptoren. 

Zusammenfassend laBt sich also feststellen, daB die Ergebnisse, die mit Hilfe der 
erfindungsgemaBen Sensoren erhalten wurden und die in den Figuren 3 bis 7 dargestellt sind, 
zeigen, dafi es gelungen ist, verschiedene Molekule durch elektrisch adressierbare 
Immobilisierung gezielt auf bestimmten Elektroden zu adsorbieren und/oder zu desorbieren 
und/oder zu immobilisieren. Weiterhin konnte gezeigt werden, daB die Elektronden in einem 
System als Multisensor einsetzbar sind. Es ist auflerdem gelungen, ein Nachweissystem 
bereitzustellen, mit dem sowohl quantitativ als auch qualitativ Stoffe detektiert werden 
konnen. 

Die folgenden Beispiele beschreiben die Vorgehensweise und die Bedingungen zur 
Herstellung der erfindungsgemaBen Anordnungen mit elektrisch adressierbaren 
immobilisierten Molekiilen auf einer Elektrode. 

Beispiele 

Beschichtung von Einzelelektroden 
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Vorbereitung der Elektroden 

Silizium- Wafer Stiickchen mit einer Grofle von 3,20 mm x 10,02 mm und einer Starke von 
450 |xm wurden in einem allgemein iiblichen SputterprozeB mit einer Goldelektrode der 

5 GroBe 1,56 mm x 1,56 mm (reaktive Oberflache) und einer Zuleitung von 10 \im Breite und 
6,65 mm Lange versehen. Die Elektrode wurde aus einer Titan- und Palladiumschicht 
(Haftvermittler, jeweils 50 rim dick) und einer deckenden Goldschicht (200 nm) aufgebaut. 
Als Kontaktstelle fiir das Meflsystem wurden am oberen Ende der Zuleitungen ein versilberter 
Draht angelotet. Die Waferplattchen wurden vor dem ReinigungsprozeB optisch mit einem 

10 Auflichtmikroskop auf Beschadigungen uberprixft. Die Reinigung erfolgte in mehreren 
Schritten. Zuerst wurden die Wafer 30 Minuten vollstandig in Chloroform getaucht. Nach 
dem Trocknen im Stickstoffstrom wurden die Wafer in eine 1:1 (v/v) Mischung aus 
Chloroform und Methanol getaucht und 10 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Analog zu 
dem verwendeten Chloroform kann man bei diesen Reinigungsschritten auch Ethanol (99%) 

15 und eine Mischung aus Ethanol und Methanol benutzen. Die Wafer wurden getrocknet und 
fur 5 Minuten in eine heifle 3:1 (v/v) Mischung aus konzentrierter Schwefelsaure und 30 
%iger Wasserstoffperoxidlosung getaucht. Bei den letzten beiden Schritten wurde darauf 
geachtet, daB nur die reaktive Elektrodenflache und maximal 4,50 mm der Zuleitung in die 
Mischung eintauchten. Die Elektroden wurden grttndlich mit Reinstwasser (Millipore: 

20 Mili.Qpius-185; 18 ? 2 MQ cm" 1 ) gespiilt und getrocknet. Alle Glas- und Teflongerate wurden 
vor ihrer Verwendung entsprechend der vorangegangenen Beschreibung sorgfaltig gereinigt. 

Durchfuhrung der Messung 

25 Die Waferplatte mit der aufgesputteten Goldelektrode wurde gemeinsam mit einer Ag/AgCl- 
Referenzelektrode (Oberflache ca. 1 cm 2 ) an einem Teflonhalter befestigt, der als Deckel fiir 
die MeBzelle (Schnappdeckelglas, 40 mm x 19 mm) diente und eine Offhung fur die Zugabe 
und Entnahme von Flussigkeiten besaB. Die Zelle wurde mit Elektrolyt (100 mM KC1; pH 
6,7; ca. 3 ml) soweit gefullt, dafl die reaktive Oberflache der Goldelektrode und die 

30 Referenzelektrode (Ag/AgCl) vollstandig eintauchten. FQr eine gleichmSBige Durchmischung 
sorgte ein Magnetriihrer. Ein Lock-in-Verstarker mit integriertem Sinus-Generator erzeugte 
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ein konstantes Sinussignal mit einer Frequenz von 20 Hz und einer Amplitude von 10 mV. 
Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur (22°C) durchgefiihrt. Der Lock-in-Verstarker 
wurde auch zur Registrierung des kapazitiven Stroms verwendet. Zusatzlich zu der 
Wechselspannung wurde eine Gleichspannung uber einen Spannungsgeber zugegeben. 
Erfolgte die Adsorption von Molekiilen auf die Elektrodenoberflache wurde dieses als 
Kapazitatsanderung gemessen. Das MeBsignal wurde auf einem x-t Schreiber aufgezeichnet 
und uber einen 16 Bit A-D Umwandler in den Rechner iibertragen. Zu Beginn der Messung 
wurde die absolute Kapazitat der unbeschichteten Goldelektrode bei einem elektrischen 
Potential von +300 mV bestimmt. Man erhielt Werte von mindestens 12-14 \xF/cm . 

Adsorptionspotential 

Nachdem die Elektrode einen stabilen Kapazitatswert erreicht hatte, wurde das 
Adsorptionspotential (+300 mV) beibehalten und soviel 6-Mercaptohexansaure in Elektrolyt 
gelost zugegeben, das in der MeDzelle eine Konzentration von 50 fxmol/1 vorlag. Die 
Adsorption setzte sofort ein und war nach ca. 2,5 Stunden abgeschlossen (vergleiche Figur 3). 
Die Halbwertszeit der Beschichtung betrug ca. 10 Minuten und der absolute Kapazitatswert 
war mit 4,3 ^iF/cm 2 vergleichbar mit dem einer in Chloroform oder Ethanol (1 mM 6- 
Mercaptohexansaure) beschichteten Goldelektrode. Nach dieser Beschichtung wurde die 
MeBzelle geoffnet, die Goldelektroden mit Reinstwasser gespiilt und ca. 5 Sekunden in 
Chloroform getaucht, urn physikalisch adsorbiertes Thiol von den Elektroden zu entfernen. 
Die Referenzelektrode, die MeBzelle und der Ruhrer wurden griindlich mit Reinstwasser, 
Chloroform, Ethanol und Aceton gereinigt, urn 6-Mercaptohexansaure zur entfernen. 
Anschlieflend wurde die Qualitat der Beschichtung durch erneute Messung der Kapazitat 
uberpruft. Es wurde nur eine geringfugige Kapazitatserhohung (1-2%) gegenuber den zuvor 
erhaltenen Werten gemessen. 

Desorptionspotential 

An die Goldelektrode wurde ein Desorptionspotential von -1400 mV angelegt und die 
Stability des Kapazitatswerts abgewartet. AnschlieBend wurde soviel Octanthiol zugegeben, 
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dafl in der Zelle eine Konzentration von 250 fimol/1 vorlag. Die folgende 
Kapazitatserniedrigung betrug nach 2 Stunden ca. 30% bei einer Halbwertszeit von 45 
Minuten (vergleiche Figur 4). Der absolute Kapazitatswert war mit 7,8 |iF/cm 2 deutlich grofler 
als bei der Goldelektrode, die unter Anlegen des Adsorptionspotentials beschichtet worden 
5 war. Nach der Reinigung der Elektrode mit Reinstwasser und Chloroform (5 Sekunden) zeigte 
sich, daB die Kapazitatserniedrigung nur auf physikalisch adsorbiertes Thiol zuriickzuftihren 
war, weil die Startwerte von 12-14 pF/cm 2 wieder erreicht wurden. Die physikalische 
Adsorption und der darauf folgende Reinigungsschritt wurden mehrmals wiederholt und 
lieferten stets das gleiche Ergebnis. 

10 

Desorptions-/Adsorptionspotential 

An die Goldelektrode wurde ein Desorptionspotential von -1400 mV angelegt und die 
Einstellung eines stabilen Kapazitatswertes abgewartet. Anschlieflend wurde soviel 6- 

15 Mercaptohexansaure in Elektrolyt gelost zugegeben, dafl in der Mefizelle einen Konzentration 
von 50 ^imol/1 vorlag. Die Kapazitatserniedrigung betrug nach 1 Stunde ca. 7% (vergleiche 
Figur 5). Das angelegte Desorptionspotential wurde jetzt durch das Adsorptionspotential 
(+300 mV) ersetzt. Die Kapazitatserniedrigung, die durch die Potentialanderung verursacht 
wurde, wurde von der sofort beginnenden Adsorption iiberlagert und konnte nicht bestimmt 

20 werden. Nach ca. 2 Stunden war die Adsorption abgeschlossen (Halbwertszeit 8 Minuten) und 
die absolute Kapazitat (4,9 |aF/cm 2 ) mit einer in organischer Losung beschichteten 
Goldelektrode vergleichbar. Durch die Reinigung der Elektrode mit Reinstwasser und Ethanol 
(10 Sekunden) wurde kein adsorbiertes Thiol mehr entfernt. 

25 Beschichtung eines Multisensorsystems 

Vorbereitung der Elektroden 

Silizium- Wafer Stiickchen mit einer Gr6fle von 3,20 mm x 10,02 mm und einer Starke von 
30 450 |im wurden in einem allgemein ttblichen Sputterprozefl mit zwei Goldelektroden der 
GrSfle 1,56 mm x 1,56 mm (reaktive OberflSche) und einer Zuleitung von 10 ^m Breite und 
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6,65 mm Lange versehen. Die Elektrode wurde aus einer Titan- und Palladiumschicht 
(Haftvermittler, jeweils 50 nm dick) und einer deckenden Goldschicht (200 nm) aufgebaut. 
Der Abstand der Elektroden voneinander betrug 1,56 mm. Das Anbringen der Kontaktstelle 
und der ReinigungsprozeB wurden analog dem oben beschriebenen Verfahren durchgefuhrt. 

5 

Messung 

Die* Waferplatte mit den zwei Goldelektroden wurde gemeinsam mit einer Ag/AgCl- 
Referenzelektrode (Oberflache ca. 1 cm 2 ) an einem Teflonhalter befestigL der als Deckel ftir 

10 die MeBzelle (ein Schnappdeckelglas. 40 mm x 19 mm) diente und eine Offnung fur die 
Zugabe und Entnahme von Flussigkeiten besafi. Die Zelle wurde mit Elektrolyt (100 mM 
KC1; pH 6,7; ca. 3 ml) soweit gefullt, daB die reaktive Oberflache der Goldelektroden und die 
r Referenzelektrode (Ag/AgCl) vollstandig eintauchten. Fur eine gleichmaBige Durchmischung 

sorgte ein Magnetriihrer. Ein Lock-in- Verstarker mit integriertem Sinus-Generator erzeugte 

15 ein konstantes Sinussignal mit einer Frequenz von 20 Hz und einer Amplitude von 10 mV. 
Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur (22°C) durchgefiihrt. Der Lock-in-Verstarker 
a wurde auch zur Registrierung des kapazitiven Stroms verwendet. Zusatzlich zu der 

c Wechselspannung wurde eine Gleichspannung iiber einen Spannungsgeber zugegeben. Die 

zwei Potentialgeber ermoglichten das separate Anlegen von elektrischen Potentialen (U 1 , U2) 

20 an die Goldelektroden {El, E2) vs. Ag/AgCl-Referenzelektrode. Die Adsorption von 
Molekiilen auf die Elektrodenoberflache wurde als Kapazitatstoderung gemessen. Das 
MeBsignal wurde auf einem x-t Schreiber aufgezeichnet und fiber einen 16 Bit A-D 
Umwandler in den Computer ubertragen. Vor der Zugabe des ersten Thiols wurde die 
Kapazitat der unbeschichteten Goldelektrode bei einem Elektrodenpotential Ul = U2 = 

25 +300 mV geprtift. Man erhielt Werte von mindestens 12-14 ^iF/cm 2 ? die typisch fur 
unbeschichtete Goldelektroden sind. 

Nachdem beide Elektroden stabile Kapazitatswerte erreicht hatten, wurde die Kapazitat der 
Elektrode El gemessen. Das an Elektrode E2 angelegte Potential von +300 mV wurde nach - 
30 1400 mV verschoben. Es wurden Kapazitatsanderungen an Elektrode El auf Grund dieser 
Potential verschiebung abgewartet. Dann wurde soviel 6-Mercaptohexansaure in Elektrolyt 
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gelost zugegeben, daB eine Konzentration von 50 \xmol/\ in der Zelle vorlag. Die Adsorption 
setzte sofort ein und war nach ca. 2,5 Stunden abgeschlossen. Die Halbwertszeit der 
Beschichtung betrug ca. 1 5 Minuten und der absolute Kapazitatswert war mit 4 bis 5 |iF/cm 2 
vergleichbar mit dem einer in Chloroform (1 mM 6-Mercaptohexansaure) beschichteten 
5 Goldelektrode. Nach dieser Beschichtung wurde die Meflzelle geoffhet, die Goldelektroden 
mit Reinstwasser gespiilt und ca. 5 Sekunden in Chloroform getaucht, urn physikalisch 
adsorbiertes Thiol von den Elektroden zu entfernen. Die Referenzelektrode, die Meflzelle und 
der Rtihrer wurden grtindlich mit Reinstwasser, Chloroform, Ethanol und Aceton gereinigt, 
urn 6-MercaptohexansSure zu entfernen. Die Meflzelle wird, wie bereits oben beschrieben, 

10 aufgebaut und mit frischem Elektrolyt befullt. Bei einem Potential von Ul = U2 = +300 mV 
wurden erneut die absoluten Kapazitatswerte gemessen. Die mit 6-Mercaptohexaansaure 
beschichtete Elektrode £7 hatte einen Wert von 4,2 |iF/cm 2 5 die zweite Elektrode wurde 
wahrend des zweiten Beschichtungsschrittes verfolgt. Bei Zugabe von Octanthiol 
(Konzentration in der Zelle 150 |imol/l) erfolgte eine sofortige Adsorption, die nach ca. 3 

15 Stunden beendet war (Halbwertszeit 10,5 Minuten). Die absoluten Kapazitatswerte der beiden 
Goldelektroden betrugen nach einem erneuten Reinigungsschritt 1,4 |iF/cm 2 fur Elektrode E2 
und 4,1 ^iF/cm 2 fiir Elektrode EL 

Der Vergleich der bisher bekannten Immobilisierungsverfahren mit dem erfindungsgemaflen 
20 Verfahren und der damit erhaltenen erfmdungsgemaflen Anordnung zeigt, dafi Chemo- 
und/oder Biosensoren bereitgestellt werden konnen, mit denen quantitative und qualitative 
Bestimmungen von unterschiedlichen Stoffen und Verbindtmgen durchgefuhrt werden 
konnen. Daruber hinaus gelingt der Nachweis der zu bestimmenden Substanzen in einfacher 
Weise iiber die Messung von KapazitatsSnderungen, vorzugsweise direkt im Medium. 

25 



BNSDOCID: <WO 9927355A1_I_> 



WO 99/27355 



19 



PCT/DE98/03437 



Anspriiche 

1 . Anordnung mit elektrisch adressierbar immobilisierten Molekiilen umfassend einen Trager, 
eine und/oder mehrere (1 bis n) elektrisch leitende Trageroberflache(n), die auf diesem Trager 
angeordnet ist/sind und einen und/oder mehrere identische und/oder verschiedene 
immobilisierte(n) Rezeptor(en). 

2. Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager aus einem festen 
dielektrischen Substrat besteht, die TrageroberflSche(n) eine und/oder mehrere voneinander 
getrennte Elektrode(n) ist/sind, die sich auf dem Trager angeordnet sind, auf der oder denen 
der oder die Rezeptor(en) immobilisiert sind. 

3. Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Tragermaterial ein 
festes dielektrisches Substrat, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Silizium, Gias, 
nichtleitendem Kunststoff, insbesondere Teflon, PVC, PE, ist. 

4. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB in dem 
dielelektrischen Stoff elektrische Zuleitungen fiir Sensorspots vorhanden sind. 

5. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Elektrode(n) eine dunne Schicht aus einem leitenden oder halbleitenden Materials, ausgewahlt 
aus der Gruppe, bestehend aus Au, Pd, Pt, Ag, Legierungen, insbesondere GaAs, Au/Pd, 
Au/Ag, Ag/Pd, dotierten Halbleitern und anderen leitenden oder halbleitenden anorganischem 
oder organischem Material, ist. 
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6. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB der/die 
Rezeptor(en), der/die immobilisiert wird/werden, auswahlt aus der Gruppe, bestehend aus 
HS-(CH 2 ) n -X, wobei n fiir eine Zahl von 2 bis 24 steht ist und X fiir H, OH, SH, CH 3 , COOH, 

5 NH 2 , sowie jedes andere Molekiilfragment stehen, 

X-(CH 2 ) n -S-S-(CH 2 ) m -Y oder X-(CH 2 ) n -S-(CH 2 ) m -Y, wobei m, n fur eine Zahl von 2 bis 24 
stehen und X, Y fur H^ OH, SH, CH 3 , COOH ? NH 2j sowie jedes andere Molekiilfragment 
stehen, insbesondere co-Mercaptosauren, n-Alkanthiole, wie Octanthiol. sowie Toxinen, 
Hormonen. Hormonrezeptoren, Peptiden. Proteinen, Enzymen, Enzymsubstraten, Cofaktoren, 

10 Arzneimitteln, Lektinen, Zucker, Oligonukleotiden, DNA, RNA, Viren. Bakteriophagen, 
Prionen, Oligosaccharide^ naturlichen und kunstlichen Rezeptoren, redox-aktiven 
Substanzen, Farbstoffen, Sauren, Basen, Epitopen, Antigene oder Antikorpem, die mindestens 
eine Thiolgruppe oder eine Sulffid- oder Disulfidgruppe aufweisen oder mit mindestens einer 
thiolhaltigen Verbindung gekoppelt ist/sind. 

15 

7. Anordnung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Thiolgruppe durch eine 
Selenolgruppe ersetzt ist. 

8. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 7 ? dadurch gekennzeichnet, daB die Elektroden 
20 auf demselben oder auf separaten Tragern angeordnet sind. 

9. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB auf die 
elektrisch adressierbare immobilisierte Schicht eine oder mehrere Molekulschicht(en) 
chemisch und/oder physikalisch iiber eine funktionelle Gruppe oder fiber Wechselwirkungen 

25 adsorbiert und/oder immobilisiert ist/sind, wobei die Molekiilschichten ausgewahlt werden 
aus der Gruppe, bestehend aus Toxinen, Hormonen, Hormonrezeptoren, Peptiden, Proteinen, 
Enzymen, Enzymsubstraten, Cofaktoren, Arzneimitteln, Lektinen, Zucker, Oligonukleotiden, 
DNA, RNA, Viren, Bakteriophagen, Prionen, Oligosaccharide^ nattirlichen und kunstlichen 
Rezeptoren, redox-aktiven Substanzen, Farbstoffen, Sauren, Basen, Epitopen, Antigene oder 

30 AntikSrpern. 
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10. Verfahren zur elektrisch adressierbaren Immobilisierung von Molekiilen nach einem der 
Anspriiche 1 bis 7, bestehend aus den Schritten: 

(a) ein Trager mit n Elektroden, wobei n eine ganze Zahl ist, wird in eine Durchflufizelle, in 
der sich Elektrolytlosung zusammen mit den zu immobilisierenden Molekiilen (Rezeptoren) 

5 befindet, eingebracht, 

(b) die Elektroden werden separat entweder mit einem Adsorptionspotential oder einem 
Desorptionspotential belegt, wobei durch das Desorptionspotential die unbeschichteten 
Elektrodenplatze inert gehalten werden und das an den bereits beschichteten 
Elektrodenplatzen weiterhin angelegte Adsorptionspotential verhindert die Desorption von 

10 Molekiilen ebenso wie die weitere Adsorption anders strukturierter Molekiile, wodurch 
erreicht wird, dafl der Elektrodenplatz mit dem ersten Molektiltyp besetzt ist und die Molekiile 
immobilisiert werden und fest an der Trageroberflache gebunden sind und 

(c) die Adsorption von Molekiilen an der/den Elektrode(n) als Signalanderung zu messen. 

15 11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafl der Vorgang der 
. Immobilisierung von Molekiilen solange wiederholt wird, bis auf den Elektrodenplatzen (0-n) 
identische und/oder verschiedene Rezeptoren gebunden sind. 

. 12. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet dafi im 
20 Anschlufl an die elektrisch adressierbare Immobilisierung eine oder mehrere 
Molekiilschicht(en) an eine beliebige Anzahl von Rezeptoren, die an den Elektroden 
immobilisiert sind. chemisch und/oder physikalisch adsorbiert und/oder immobilisiert 
wird/werden. wobei fiir alle beschichteten Elektroden das Adsorptionspotential beibehalten 
wird und eine Elektrolytlosung der zu koppelnden Molekiile gleichzeitig mit einem 
25 Kopplungsreagenz in die DurchfluBzelle gepumpt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dafl im 
Anschlufl an die elektrisch adressierbare Immobilisierung eine oder mehrere 
Molekiilschicht(en) an eine beliebige Anzahl von Rezeptoren, die an n Elektroden 
30 immobilisiert sind ; chemisch und/oder physikalisch adsorbiert und/oder immobilisiert 
wird/werden, wobei fur alle beschichteten Elektroden das Adsorptionspotential beibehalten 
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wird und zunSchst ggf. durch Zugabe des Kopplungsreagenz, die Basisschicht(en) aktiviert 
wird/werden und anschlieBend die zu koppelnden Molekule zugegeben werden. 



14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dafi der Vorgang der 
5 chemischen, biologischen oder physikalischen Beschichtung so lange wiederholt wird, bis 

schrittweise die gewiinschte Sensorstruktur erreicht ist. 

15. " Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, das die Stoffe, 
die zusatzlich auf die immobilisierte Schicht aufgebracht sind, ausgewahlt werden aus der 

10 Gruppe, bestehend aus Toxinen, Hormonen, Hormonrezeptoren, Peptiden, Proteinen, 
Enzymen, Enzymsubstraten, Cofaktoren, Arzneimitteln, Lektinen, Zucken Oligonukleotiden, 
DNA, RNA, Viren, Bakteriophagen, Prionen, Oligosaccharide^ natiirlichen und kiinstlichen 
Rezeptoren, redox-aktiven Substanzen, Farbstoffen, Sauren, Basen, Epitopen, Antigene oder 
Antikorpern und mindestens eine funktionelle Gruppe aufweisen oder in der Lage sind, 

15 Wechselwirkungen mit den Rezeptoren einzugehen. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Kopplungsreagenz ausgewahlt wird aus der Gruppe, bestehend aus Carbodiimide und deren 
Derivate, N-Succinimide und deren Derivate. 

20 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Adsorptionspotential bei pH-Werten innerhalb eines Bereichs von 4,0 bis 8,0 im Bereich von 
0 bis +600 mV gegenuber einer Ag/AgCl-Elektrode in 100 mM KC1, vorzugsweise bei 
+300 mV bei pH 7,0 liegt. 

25 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Desorptionspotential bei pH-Werten innerhalb eines Bereichs von 4,0 bis 8,0 im Bereich ab - 
300 mV oder niedriger gegeniiber der Ag/AgCl-Elektrode in 100 mM KC1, vorzugsweise im 
Bereich von -600 mV bis -1800mV, insbesondere im Bereich von -800 mV bis -1400 mV 

30 liegt. 
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19. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Tragermaterial ein festes dielektrisches Substrat, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend axis 
Silizium, Glas, nichtleitendem Kunststoff, insbesondere Teflon, PVC, PE, ist 

5 20. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB in dem . 
dielelektrischen Stoff elektrische Zuleitungen fur Sensorspots vorhanden sind. 

21*. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Elektrode(n) eine dtinne Schicht aus einem leitenden oder halbleitenden Materials, ausgewahlt 
10 aus der Gruppe, bestehend aus Au, Pd, Pt, Ag, Legierungen, insbesondere GaAs, Au/Pd, 
Au/Ag, Ag/Pd, dotierten Halbleitern und anderen leitenden oder halbleitenden anorganischem 
oder organischem Material, ist. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB der/die 
15 Rezeptor(en), der/die immobilisiert wird/werden, auswahlt aus der Gruppe, bestehend aus 

HS-(CH 2 ) n -X, wobei n fiir eine Zahl von 2 bis 24 steht ist und X fur H, OH, SH, CH 3 , COOH, 
NH2, sowie jedes andere Molekiilfragment stehen, 

X-(CH 2 )n-S-S-(CH 2 ) m -Y oder X-(CH 2 ) n -S-(CH 2 ) m -Y, wobei m, n fur eine Zahl von 2 bis 24 
stehen und X, Y fiir H, OH, SH, CH 3 , COOH, NH 2 , sowie jedes andere Molekulfragment 

20 stehen, insbesondere o-Mercaptosauren, n-Alkanthiole, wie Octanthiol, sowie Toxinen, 
Hormonen, Hormonrezeptoren, Peptiden, Proteinen, Enzymen, Enzymsubstraten, Cofaktoren, 
Arzneimitteln, Lektinen, Zucker, Oligonukleotiden, DNA, RNA, Viren, Bakteriophagen, 
Prionen, Oligosacchariden, natiirlichen und kiinstlichen Rezeptoren, redox-aktiven 
Substanzen, Farbstoffen, Sauren, Basen, Epitopen, Antigene oder AntikSrpem, die mindestens 

25 eine Thiolgruppe oder eine Sulfid- oder Disulfidgruppe aufweisen oder mit mindestens einer 
thiolhaltigen Verbindung gekoppelt ist/sind. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB die Thiolgruppe der durch eine 
Selenolgruppe ersetzt ist. 

30 
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24. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
Elektroden auf demselben oder auf separaten Tragern angeordnet sind. 

25. Voirichturig zur Durchflihrung eines Verfahrens zur elektrisch adressierbaren 
Immobilisierung von Molekulen bestehend aus 

einer Wechselvorrichtung (1) fur Probenbehalter, 
einer Pumpe (2), 

einer Durchfluflzelle (3), in die das gewiinschte Molekul oder der Rezeptor oder in die die 

gewiinschten Molekule oder Rezeptoren mittels der Pumpe (2) transportiert werden, 

einem Trager (5), auf dem n Elektroden angeordnet sind, wobei sich der Trager (5) mit den 

n Elektroden in der DurchfluBzelle (3) befindet 

einem Multiplexers (6), 

einem Adrefibus (7), der den Multiplexer (6) steuert, wodurch an die Elektrode(n) 
wird/werden separat entweder ein Adsorptionspotential (8) oder ein Desorptionspotential (9), 
gegeniiber einer Referenzelektrode (10) angelegt, und 

einem AuffanggefSB (4), in das nach erfolgter Immobilisierung der Molekule mittels der 
Pumpe (2) die uberschiissigen Molekule gepumpt werden. 

26. Verwendung der. Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 9 als Chemo- 
und/oderBiosensor, insbesondere als Multisensorsystem fiir chemische, biologische und/oder 
physikalische Bestimmungen. 

27. Verwendung der Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 9 in der kombinatorischen 
Synthese in der Grenzfl&che. 

28. Verwendung der Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 9 als Sensor fiir Antigen- 
Antikorper-Nachweise, zum Nachweis von Bakteriophagen oder als DNA-Sonden. 

29. Verwendung der Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 9 zur quantitativen und 
qualitativen Bestimmung der nachzuweisenden Substanzen direkt im Probenmedium. 
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Kategorie' 


Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit ertordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


US 5 653 939 A (KOSICKI BERNARD B ET AL) 

5. August 1997 

siehe Spalte 2 - Spalte 4 


1,25 


X 


US 5 474 796 A (BRENNAN THOMAS M) 
12. Dezember 1995 
siehe Beispiele 1-3 


1,25 


X 


WO 96 28538 A (MESO SCALE TECHNOLOGIES 
LLC) 19. September 1996 
siehe Beispiele 


1,25 


A 


EP 0 402 917 A (BIOCIRCUITS CORP) 
19. Dezember 1990 
siehe Beispiele 


1,25 



□ 



Weitere verdffentlichungen sirtd der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamtlie 



• Besondere Kategorien von angegebenen Verdflentliehuhgen 

"A" Verfiff entlichung, die den allgemeinen Stand der Technik deftniert, 
aber nicht ale besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem Internatldnaien 
Anmeldedatum verottentlicht worden ist 

"L" Verdffentlichung, die geetgnet 1st. einen Prioritatsanspruch zweHelhaft er- 
scheme n zu lassen, oder durch die das Verb tie nttic hung sdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung betegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefOhrt) 

"O" Ver6f1entlichung, die sich auf eine mundliche Oflenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteilung oder andere MaOnahmen bezieht 
°P' Verdrfentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 



"T" Spatere Ver6ffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verdtfentlicht worden ist und mft der 
Anmetdung nicht kollidlert, sondern nur zum Verst&ndnls des der 
Erlindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundettegenden 
Theorie angegeben ist 
"X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann alletn aufgrund dieser Veroftentlichung ntcht ats neu Oder auf 
erf inderischer Tatigkelt be ru hand betrachtet werden 
Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf ert inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroftentlichung mit einer oder mehreren anderen 
veroftentlichungen dieser Kategorie In Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 
Veroftentlichung, die Mitglted derselben Patentfamilte ist 
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Interns. ales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/03437 



| III t^c^I wl 1CI tvl il 


Datum der 


Mitglied(er) der 


Datum der 


angetuhrtes Patentdokument 


Verbffentlichung 




Patenttamilte 


Verbffentlichung 


US 5653939 A 


05-08-1997 


US 


5846708 A 


08-12-1998 




EP 


0638173 A 


1 r AO 1 ftAP 

15-02-1995 






JP 


7508831 T 


O O Aft 1 ft ft C 

28-09-1995 






WO 


9322678 A 


11-11-1990 






AT 
A 1 




15-02-1999 






DE 


69228291 D 


11-03-1999 






EP 


0543550 A 


26-05-1993 






JP 


5322817 A 


o/— 12-iyy j 






US 


5532128 A 


02-07-1996 






US 


5670322 A 


23-09-1997 






US 


5891630 A 


06-04-1998 


US 5474796 A 


12-12-1995 


AT 
Al 


n rcno ji T 

lboUo*! 1 


15-08-1997 






CA 


2163781 A 


08-12-1994 






DE 


69404657 D 


04-09-1997 






DE 


69404657 T 


lo-iz-iyy / 






EP 


0703825 A 


03-04-1996 






JP 


9500568 T 


21-01-1997 






WO 


9427719 A 


08-12-1994 


WO 9628538 A 


19-09-1996 


AU 


5420596 A 


02-10-1996 




BR 


yoo/iyj a 


11-11-1997 






CA 


2213854 A 


19-09-1996 






CN 


1186513 A 


01-07-1998 






CZ 


9702844 A 


14-10-1998 






EP 


0821726 A 


04-02-1998 






HU 


9801679 A 


28-10-1998 






JP 


11502617 T 


02-03-1999 


EP 0402917 A 


19-12-1990 


US 


5156810 A 


20-10-1992 




AT 


145064 T 


15-11-1996 






CA 


2019039 A 


15-12-1990 






DE 


69029060 D 


12-12-1996 






DE 


69029060 T 


30-04-1997 






JP 


2874964 B 


24-03-1999 






JP 


3128449 A 


31-05-1991 






US 


5427915 A 


27-06-1995 






US 


5491097 A 


13-02-1996 






US 


5622872 A 


22-04-1997 






US 


5571568 A 


05-11-1996 






US 


5268305 A 


07-12-1993 
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